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【摘 要】 目的 观察自主研发的抗 NＲP-1 b1 /b2 IgG单克隆抗体(NＲP-1mAb)对胃癌 BGC-823 细胞生长的影响，并初
步探讨可能的作用机制。方法 实验室制备 NＲP-1mAb，采用 SDS-PAGE 检测纯度。采用 0、25、100、200、400 μg /ml NＲP-1
mAb培养胃癌 BGC-823 细胞，光学显微镜下观察细胞形态学变化;采用 MTT 法、集落形成实验、流式细胞术观察胃癌细胞
BGC-823 的增殖、集落形成和凋亡的情况;Western blotting法检测 NＲP-1mAb作用后 Akt、p38、EＲK、JNK信号蛋白磷酸化情况。
结果 SDS-PAGE检测显示，NＲP-1mAb的纯度在 95%以上。光学显微镜观察显示，NＲP-1mAb 作用后，BGC-823 细胞形态呈
凋亡改变。MTT实验显示，NＲP-1mAb抑制 BGC-823 细胞的增殖作用呈浓度和时间依赖性(P＜0. 01)。集落形成实验显示，不
同浓度 NＲP-1mAb均能显著抑制 BGC-823 细胞的集落形成，其抑制率呈浓度依赖性(P＜0. 01)。流式细胞术检测显示，不同浓
度 NＲP-1mAb均明显促进 BGC-823 细胞凋亡，且大部分集中在早期凋亡。Western blotting检测显示，BGC-823 细胞的 Akt磷酸
化受到抑制，EＲK、p38、JNK的磷酸化水平无明显变化。结论 NＲP-1mAb能抑制胃癌细胞 BGC-823 的生长、促进凋亡，可能
与抑制 Akt磷酸化有关。
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Inhibitory effect of NＲP-1mAb on the growth of gastric cancer cell BGC-823
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【Abstract】 Objective To observe the effect of NＲP-1b1 /b2 IgG monoclonal antibody (NＲP-1mAb)on the growth of gastric
cancer cell BGC-823，and to explore the possible mechanism of the antibody． Methods NＲP-1mAb was prepared in laboratory，and
the purity of antibody was detected by SDS-PAGE． Gastric cancer BGC-823 cells were cultured by 0，25，100，200，400 μg /ml NＲP-
1 mAb． The morphological changes of BGC-823 cells were observed by microscope． The proliferation，colony formation and apoptosis
of gastric cancer BGC-823 cells were observed by MTT assay，colony forming assay and flow cytometry． The phosphorylation of related
signal proteins was detected by Western blotting analysis． Ｒesults SDS-PAGE test showed that the purity of NＲP-1mAb was above
95% ． Microscopy showed apoptotic changes of BGC-823 cells treated by NＲP-1mAb． MTT assay showed that NＲP-1mAb could inhibit
the proliferation of BGC-823 cells in a time and dose dependent manner(P＜0. 01)． Colony forming assay showed that different doses of
NＲP-1mAb could inhibit the colony formation of BGC-823 cells in a dose dependent manner(P＜0. 01)． Flow cytometry showed that
different doses of NＲP-1mAb could promote the apoptosis of BGC-823 cells mainly at early apoptosis stage． It was found that the level
of Akt phosphorylation was decreased after treated by NＲP-1mAb，and there was no significant phosphorylation of EＲK，p38 and JNK
protein． Conclusion NＲP-1mAb can inhibit the growth of gastric cancer cell BGC-823 and promote apoptosis，which may be related
to the inhibition of Akt phosphorylation．
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21 世纪以来靶向药物的问世开创了肿瘤治疗 的新时代，但是肿瘤异质性的存在对靶向药物的研






















1. 1 细胞株和主要试剂 胃癌细胞 BGC823 为本
实验室保存的细胞株;抗 NＲP-1 杂交瘤株为本实验
室通过杂交瘤细胞技术制备并保存。DMEM 培养
基购自美国 Gibco BＲL 公司，胎牛血清购自日本
Sigma公司，MTT购自泰安泰京生物有限公司，DM-
SO购自上海生工生物工程有限公司，96 孔板购自




ti-EＲK1 /2、anti-phospho-JNK 和 anti-JNK 购自美国
Cell Signaling Technology 公司，兔 anti-phospho-p38
和 anti-p38 购自英国 Abcam公司，鼠 anti-GAPDH购
自美国 Life Technologies 公司。NＲP-1 b1 /b2 mAb
为本实验室从小鼠抗 NＲP-1 杂交瘤产生的腹水中
提取，并通过亲和层析法纯化备用［1］。
1. 2 NＲP-1mAb鉴定 将纯化后的抗体进行 SDS-
PAGE电泳以鉴定其纯度:将配置的浓缩胶加入模
具中，插入梳子，37 ℃温箱中放置约 30 min;待胶全
部凝固后，将梳子拔出，安装蛋白电泳装置，加电泳
液;蛋白样品中加入 5 ×Loading Buffer，加热约 10





1. 3 胃癌细胞 BGC-823 生长抑制实验
1. 3. 1 细胞增殖抑制实验 (1)收集对数期细胞，
铺板使待测细胞调密度至 3000 个 /孔，每孔体积
200 μl，边缘孔用无菌 PBS 填充; (2)5% CO2、37 ℃
孵育 24 h 后，依据前期实验结果，分别加入 0、25、
100、200 和 400 μg /ml NＲP-1 mAb，每孔体积为 200
μl，继续培养 24、48 和 72 h，各设 3 个复孔，PBS 作
为空白对照; (3)采用光学显微镜观察各组的细胞
形态学改变; (4)经药物处理后，每孔加 MTT 溶液
20 μl;(5)继续孵育 4 h终止培养，吸弃孔内培养上
清液，每孔加 150 μl DMSO，置摇床上低速振荡 10
min，使结晶物充分溶解; (6)在酶联免疫监测仪上
490 nm处测定各孔吸光值(A) ; (7)计算抑制率 =
(1－实验组 A值 /对照组 A值)×100%。
1. 3. 2 集落形成实验 (1)收集对数期细胞，6 孔
板铺板使待测细胞调密度至 800 ～ 1000 个 /孔，每孔
体积 2 ml;(2)5%CO2、37 ℃孵育 24 h后，依据前期
实验结果，分别加入 0、25、100、200 和 400 μg /ml





100%，集落形成抑制率 =(1 －实验组的集形成率 /
对照组的集落形成率)×100%。
1. 3. 3 流式细胞术检测细胞凋亡 (1)收集对数
期细胞，取对数生长的细胞约 10×104 /ml 培养至 6
孔板，待细胞贴壁约 12 h 后换 2% FBS 培养基处理
24 h;(2)依据前期实验结果，次日加入 400、200、
100、25 μg /ml NＲP-1mAb，对照组用 PBS补足，置于
37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养 72 h; (3)用不含
EDTA的胰酶消化细胞，收集细胞到离心管内 1000
r /min离心 5 min，沉淀细胞，吸除上清;(4)加入 100
μl预冷的 PBS重悬细胞，转移至 96 孔板中，1200 r /
min，离心 5 min 收集细胞; (5)各孔加入 Binding
Buffer 重悬细胞后，再向各孔中加入 5 μl Annexin V-
FITC和 5 μl PI染色液缓慢混匀，室温避光孵育 15
min;(6)再加入 400 μl ×Binding Buffer，孵育完毕，
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1200 r /min，离心 5 min，收集细胞; (7)立即用流式
细胞仪检测;(8)用 Flowjo软件进行统计分析。
1. 4 Western blotting 检测 (1)将胃癌细胞 BGC-
823 常规放入无血清细胞冻存培养基 ＲPMI 1640 中
培养，加入 10%热灭活的胎牛血清，100 U /ml 青霉
素、100 μg /ml链霉素后，放入 37 ℃含 5% CO2 培养
箱 72 h;(2)收集细胞，将细胞放入裂解缓冲液并敷于




1、兔 anti-phospho-Akt、兔 anti-Akt、兔 anti-phospho-
EＲK1/2、兔 anti-EＲK1/2、兔 anti-phospho-JNK、兔 anti-









2. 1 NＲP-1mAb纯化后的纯度、浓度测定 将实验
室保存的腹水及经 rProtein A 亲和纯化后的蛋白，
用 12% SDS-PAGE蛋白电泳分析，纯化后的抗体纯
度较高，几乎没有杂带。将抗体变性处理后，形成
50kD、27kD左右的 2 条蛋白条带，大小与 IgG 的重
链和轻链的理论值相符。蛋白纯度分析显示，NＲP-
1mAb纯度在 95%以上，用 BCA 蛋白浓度测定法测
得抗 NＲP-1mAb的浓度为 4 mg /ml。见图 1。
M:Marker;1:牛血清蛋白(BSA) ;2:小鼠腹水;3:纯化的
NＲP-1mAb
图 1 NＲP-1mAb纯度的 SDS-PAGE分析
2. 2 NＲP-1mAb对胃癌细胞生长的影响






图 2 不同浓度 NＲP-1mAb作用于 BGC-823 细胞的形态学观察(×200)
2. 2. 2 NＲP-1mAb 对 BGC-823 细胞增殖的影响
采用 MTT法检测 BGC-823 细胞的增殖情况，结果显
示，NＲP-1mAb 抑制 BGC-823 细胞的增殖作用呈浓
度和时间依赖性，即随着作用时间的延长和药物浓
度的增加，细胞的生长抑制作用越明显。NＲP-
1mAb作用于 BGC-823 细胞 48 h 和 72 h，200 μg /
ml、400 μg /ml 组的细胞增殖抑制率显著优于 25
μg /ml、100 μg /ml 组，差异有统计学意义(P ＜
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0. 01)。见图 3。
2. 2. 3 BGC-823 细胞集落形成实验 不同浓度
NＲP-1mAb 均能显著抑制 BGC-823 细胞的集落形
成，其抑制率呈浓度依赖性，即随着药物浓度的增
加而增加，在浓度为 400 μg /ml时，几乎无细胞集落
形成。200 μg /ml、400 μg /ml 组与 25 μg /ml、100
μg /ml组的集落形成抑制率比较，差异有统计学意
义(P＜0. 01)。见图 4。
与 25 μg /ml组比较，* P＜0. 01;与 100 μg /ml组比较，▲P＜0. 01
图 3 NＲP-1mAb对 BGC-823 细胞增殖的影响
与 25 μg /ml组比较，* P＜0. 01;与 100 μg /ml组比较，▲P＜0. 01
图 4 BGC-823 细胞集落形成实验
2. 3 细胞凋亡情况 流式细胞仪检测显示，正常的
活细胞位于左下象限(Q4) ，早期凋亡的细胞集中在
右下象限(Q3) ，中晚期凋亡及坏死细胞集中在右上




A ～ E依次为:NＲP-1mAb 0、25、100、200、400 μg /ml
图 5 Annexin V-FITC /PI 双标记流式细胞术检测 BGC-823 细胞的凋亡情况
2. 4 NＲP-1mAb 对 BGC-823 细胞信号转导蛋白磷
酸化的影响 分别使用 25 μg /ml 和 100 μg /ml
NＲP-1mAb 作用于 BGC-823 细胞 10 min，Western
blotting检测显示，磷酸化的 AKT(p-Akt)水平下降，
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A:25 μg /ml NＲP-1mAb;B:100 μg /ml NＲP-1mAb
图 6 Western blotting检测 NＲP-1mAb对 BGC-823 细胞信号转导蛋白磷酸化的影响




a1 /a2 结构域是 SEMA3A 的结合位点，负责调节神


































NＲP-1mAb作用于胃癌 BCG-823 细胞 10 min，均能





度(100 μg /ml)时的抑制时间较低浓度(25 μg /ml)
缩短。根据实验结果推测，NＲP-1mAb 与 NＲP-1 结
合后，占据了 NＲP-1 与其共受体结合的位点，抑制
NＲP-1 与共受体结合，影响了 Akt 蛋白的磷酸化。










tech 公司研发的单克隆抗体 anti-NＲP-1A 和 anti-
NＲP-1B均能够减少肿瘤血管生成及血管重塑，但
不影响 VEGFＲ-2 与 VEGF 的结合［9］。抑制剂
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EG00229 是来源于结合 VEGF-A 的 C-末端的特征
性双环肽，可抑制 VEGF-A 与 NＲP-1 结合，减少
VEGFＲ-2 磷酸化，可抑制体外肺癌细胞的迁移［10］。
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